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(57) Abstract: The aim of the invention is to 
quickly , diagnose TSE-induced changes in animal 
and human tissues by measuring infrared spectra of 
these tissues. Either thin slices of tissue, pieces of 
tissue or tissue homgenizates serve as tissue samples. 
The measurements of the infrared spectra are carried 
out in a known experimental device that is used in 
infrared spectroscopy (e.g. in transmission, attenuated 
total reflection, direct or diffuse reflection). The 
detection of the pathological changes induced by TSE 
is carried out by comparing the infrared spectra of 
the sample to be examined with a reference data bank 
consisting of infrared spectra that were obtained from 
healthy material or from pathologically changed tissue 
samples. The conformation of the spectra of unknown 
samples with the reference data bank is preferably 
carried out using pattern recognition techniques (e.g. 
multivariate statistical models, artificial neuronal 
networks, genetic algorithms). 

(57) Zusammenfassung: Zur schnellen Diagnose 
TSE-lnduzierter Veranderungen in tieriscben und 
menschlichen Geweben werden Infrarotspekfren 
dieser Gewebe gemessen. Als Gewebeprobe dienen 
entweder Gewebedunnschnitte, Gewebestucke 
oder Gewebehomogenisate. Die Messungen der 
Infrarotspektren erfolgen in einer an sich bekannten 
experimentellen Anordnung der IR-Spektroskopie 
(z-B. in Transmission, abgeschwachter Totalreflexion, 
direkter oder diffuser Reflexion). Der Nachweis 
der durch TSE hervorgerufenen pathologischen 
Veranderungen erf olgt dann 
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Verfahren- zur Diagnose .TSE-induzierter Veranderungen in 
5 Geweben mittels Inf rarotspektroskopie . 

Die Erf indung betrifft ein Verfahren fur die schnelle 
Identif izierung von durch transmissible spongif orme Enze- 
phalopathien (TSE) induzierte pathologische Veranderungen 
10 . in tierischen oder menschlichen Geweben mit Inf rarotspek- 
troskopie (IR-Spektroskopie) . 

Transmissible Spongi forme Enzephalopathien sind iibertrag- 
bare neurodegenerative Erkrankungen des Zentralnervensy- 
stems (ZNS) mit todlichem Verlauf, die viele Saugetiere 

15 sowie auch den Menschen betreffen konnen,. Hierbei gilt 

TSE als ein Uberbegriff, unter dem die bei verschiedenen 
Spezies auftretenden Krankheitsf ormen zusammengef afit wer- 
den. Neben der Scrapie . (Traberkrankheit ) ~, der ursprung- 
1 ich bei Schafen auf getretenen , aber auf Hamster und Mau- 

20 se iibertragbaren Form, sind bislang' fiinf weitere TSE in 
Saugetieren bekannt: Die bovine spongif orme Enzephalopa- 
thie (BSE) beim Rind, die chronische Auszehrung (CWD) bei 
bestimmten amerikanischen Hirscharten, die iibertragbare 
Enzephalopathie (TME) bei Nerzen, die feline spongif orme 

25 Enzephalopathie (FSE) bei Katzen und eine spongiforme En- 
zephalopathie bei Antilopen. Beim Menschen unterscheidet 
man vier TSE: Die Creut zf eldt - Jacob- Krankheit (CJD) , das 
Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom (GSS) , die f ami- 
liare fatale Insomnie (FFI) und Kuru. 

30 Definitiv laSt sich eine TSE a) durch den histologischen 
Nachweis charakteristischer spongif ormer 

(schwammartiger) , mit einer Gliose einhergehender Veran- 
derungen im Hirngewebe, b) durch den immunologischen 
Nachweis von Ablagerungen des pathologischen Prionpro- 
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teins (PrP) mittels Western-Blot-Technik, Histo-Blot- 
Techriik und Immunohistochemie, c) durch den elektronenmi- 
kroskopischen Nachweis Scrapie - assoziierter ' ( PrP - ) Fibril - 
len (SAF) und d) durch den Nachweis des infektiosen TSE- 
Agens mittels Ubertragungsexperimenten im Tierversuch 
diagnostizieren. 

Klinische Symptome und der laborchemische Nachweis erhoh- 

ter Konzentrationen bestimmter .Proteine in Liquor . . 
. und/oder Serum [ Protein 14-3-3 (Zerr et. al. (1997) N. 
■ Engl , Med . 3 36-: 874,- Zerr et al . -(1998) , Ann . . Neurol ... 

43: 32-40.), Protein S100 (Otto et al . (1997) J\ Neurol. 
""i 44T' 566 - 570 ; Otto etTal . \( 19 98 ) ' Bri t . . ' Med . J. 316 : "577- 
' 582; Otto et al. (1998) J. Neurovirol . 4 : 572-573) und 

neuronspezif ische Enolase (Zerr et al / (1995) Lancet 345: 
/ 1609-1610) ] erlauben bei Mensch und Tier lediglich eine 
; Verdachtsdiagnose. Gleiches gilt fur EEG- oder magnet re - 

sonanztomograf ische Veranderurigen, die im Zusammenhang 

mit mens chli chen TSE auftreten. 

Mit der Welter- und Neuentwicklung von Nachweisverf ahren 
f ur TSE werden tua. folgende Ziele verf olgt : 

a) Die Verbesserung der Dif f erentialdiagnostik humaner 

- - TSE-.- : Diese - Krankheiten- lassen sich, bisher„_nur..;pp.st_mprj:em. 
oder durch Hirnbiopsie mit . GewiSheit diagnostizieren. 

b) Die Erkennung von TSE- Kontaminationen in Blut, Organen 
und Geweben sowie in daraus gewonnenen Produkten mensch- 
lichen und tierischen Ursprungs . , - 

c) Die Erkennung menschlicher TSE-inf izierter Blut- , Or- 
gan- und Gewebe spender . 

d) Die Erkennung TSE-inf izierter Nutztiere (z.B. Rinder 
und Schafe) im praklinischen oder klinischen Stadium am 
Schlachthof bzw. im Feld. 

Die Diagnostik von TSE-Erkrarikungen bei Nutztieren ist 
wegen der potentiellen Ubertragbarkeit durch den Verzehr 
von Fleisch erkrankter Tiere von groSem Interesse . So be- 
steht z.B. der Verdacht , daS der Konsum von BSE- 
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verseuchtem Rindfleisch eine neue Variante von C JD beim 
Menschen (nvCJD) verursachen kann. Im Sinne des Verbrau- 
cherschutzes und der Eindammung. der Ausbreitung der Epi- 
demie fuhren.daher zur. Zeit einige . Staaten- behordliche 
5 Uberwachungen des Durchseuchungsgrades von Rinderpopula- 
tionen mit BSE ein. In diesem Zusammenhang werden auf 
Schlachthof en rout inemaSige Kontrollen geschlachteter 
Rinder angestrebt , von denen die weitere Verwertbarkeit 
des Schlachtgutes abhangt . 

10 Zur Zeit befinden sich verschiedene Testsysteme in der 
Entwicklung, um ein sensitives und schnelles Screening 
groSer Probenzahlen auf pathologisches Prionprotein und 
somit eine TSE-Diagnost ik im groEtechnische'n MaSstab zu 
ermoglichen . Dazu zahlen u.a. ein Kapillarelektrophorese- 

15 Immunoassay mit f luoreszenzmarkierten - Peptiden (Schmerr & 
Jenny (1998) Electrophoresis 19: 409-419) und ein Delfia 
genanntes immunologisches Detektionssystem mit fluores- • 
zierenden Lanthanidchelaten (Safar et al . (1998) Nature 
Medicine 4: 1157-1165). 

20 Bisher ist nur ein diagnos t isches Verfahren zur Identifi- 
zierung von TSE- inf izierten Nutztieren in groStechnischem 
MaSstab verfugbar. Dieses ist auf die Anwendung im 
Schlachthof begrenzt und erlaubt die Feststellung einer 
BSE im Rind nach Angaben des Entwicklers bis zu einem 

25 halben Jahr vor dem Auf treten klinischer Sympome 
• (Information des Herstellers im Internet: 
http : //www . prionics . ch) . 

Bei diesem von der Schweizer Firma Prionics AG entwickel- 
ten Verfahren wird die Gewebeprobe aus der Medulla oblon- 

30 gata geschlachteter Rinder homogenisiert und mit dem En- 
zym Proteinase K behandelt. Das ggf . nach der Behandlung 
verbleibende pathologische Prionprotein wird mit dem 
monoklonalen Antikorper 6H4 (hergestellt von der Firma 
Prionics) markiert und anschlieSend im Western-Blot ange- 

3 5 f arbt . Vom Zeitpunkt der Gewinnung der Probe bis zum Er- 



WO 00/72007 



4 



PGT/DE00/01404 



halt eines endgultigen Ergebnisses vergehen bei diesem 
Verf ahren nach Angaben des Herstellers bis zu 12 Stunden. 

Der Erfindung liegt nun die Aufgabe zugrunde, e in Verf ah- 
ren zum schnellen, zuverlassigen und okonomischen Nach- 
weis TSE-induzierter Veranderungen in Geweben zu entwik- 
keln. Das erf indungsgemaEe Verf ahren soil auch unter den 
Bedingungen eines Schlaehthof es im Routinebetrieb. ef f ek- 
tiv e inset zbar sein. 

: * Auf gabe der~ Erf lndung~ ist^ somit -die Schaffung eines Ver- - 
,fahrens zur Diagnose von TSE- induzierten pathologischen 
Veranderungen in Geweben, wobei die Veranderungen .durch 
Scrapie, BSE. oder durch eine- andere dem TSE-Formenkreis 
zugehorigen Krankheitsf orm hervorgeruf en werden. 

Erf indungsgemaS wird diese Aufgabe dadurch gelost , da£ 
(a) Inf rarotstrahlung auf eine durch TSE pathologisch 
veranderte Gewebeprobe gelenkt - wird und die spektralen 
Charakteristika der Inf rarotstrahlung nach Wechselwirkung 

mi t 'der~ Probe- registriert- werden- und- — — - - ----- 

■(b) die so erhaltenen Inf rarotspektren mit einer Refe- 
renzdatenbank, welche Inf rarotspektren von TSE- - 
inf izierten Geweben und von nicht-inf izierten Geweben 
enthalt , verglichen und klassif iziert werdeh. 
Ausgestaltungen der Erfindung werden in den Unteranspru- 
chen beschrieben. 

Das der Erfindung zugrunde liegende Verf ahren basiert we- 
sentlich auf Messungen der Inf rarotspektren des patholo- 
gisch veranderten Gewebes. Bekannt ist bereits durch eine 
Reihe von Publikationen und Patentanmeldungen, daS krank- 
heitsspezif ische Veranderungen sich im Inf rarotspektrum 
der Gewebe widerspiegeln konnen (US Patent 5,168,162 
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(Wong 6c Rigas; US Patent 5,038,039; Wong, Rigas; Lasch & 
Naumann (1998) Cell. Mol . Biol . 44 : 189-202; Lasch et al. 
(1998) Proc. SPIE3251: 187-198; Choo et.al. (1996) Bio- 
phys. J\ 71: 1672-1679) . Uber inf rarotspektroskopie an 
5 TSE-Gewebeproben liegen allerdings bislang keine publi- 
zierten Daten vor. 

Die experimentellen Daten, die der vorliegenden Patentbe- 
schreibung zugruncie liegen, wurden anhand von ZNS- Proben 
Scrapie-inf izierter Hamster als Modellsystem entwickelt. 

10 Es wurde im Hamstermodell f estgestellt ', dafi nach Infekti- 
on der Tiere mit Scrapie charakteristische Anderungen im 
Inf rarotspektrum von Gewebeproben des ZNS auftreten. Die- 
se Anderungen konnten nach dem erf indungsgemafien Verfah- 
ren durch Vergleich mit entsprechenden Proben, von nicht- 

15 infizierten, also gesunden Tieren ident if iziert werden. 

Das Verfahren ist prinzipiell fur die Diagnose jeder der 
Krankheitsbilder des TSE-Formenkreises anwendbar. 

Verf ahrensgemaS ist fur die TSE-Diagnostik mittels Infra- 
rotspektrbskopie ein Vergleich von Spektren des zu'unter- 
20 suchenden Gewebematerials mit entsprechenden Spektren von 
Geweben bekannten Ursprungs im Sinne eines Referenzver- 
fahrens notwendig. Die praktische Durchfuhrung des Ver- 
fahrens erfordert daher das Vorliegen einer validierten 
Ref erenzdatenbank von IR-Spektren, die von gesunden bzw. 

2 5 pathologischen Gewebeproben erhalten wurden. Die Erstel- 

lung der Ref erenzdatenbank ist fur eine standardisierte 
Diagnostik nur einmal erf orderlich . 

Der Abgleich von Spektren unbekannter Proben mit der Re- 
f erenzdatenbank erfolgt dann vorzugsweise mittels Techni- 
30 ken der computergestutzten Mustererkennungsverf ahren, wie 
z.B. multivariate Statistik, kunstliche neuronale Netze, 
genet ische Algorithmen etc . . 

Zum Erfassen der Spektren wird auf die Proben Infrarot- 
licht gelenkt und die spektralen Charakteristika der aus- 

3 5 tretenden Strahlung, d.h. nach Wechselwirkung des Lichts 
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mit dem Gewebe registriert . Vorteilhaft ist cier Einsatz 
' mikrospektrometrischer Techniken, wenn eine Minimierung 
der t erf orderlichen Probenmengen angestrebt wird. . Beim 
Einsatz eines Inf rarotmikroskops konnen daruber hinaus an 
5 Diinnschnitten auch ortsauf gelost spektrale Inf ormationen 
• gewonnen werden, die das Verfahren wesentlich spezifi- 
scher und empf indlicher. gestalten konnen. In. der Perspek- 
tive ware ein Nachweis, mittels Inf rarotlichtleiter als 
; • Endoskop denkbar / der die Diagnostik yon TSE direkt : 'im 
10 inf izierten Organismus ermoglicht . 

Zum besseren . Verstandnis ist der typische Ablauf des Ver- 

' /™faftre^ -'<-— - - — 

Insgesamt erlaubt das neue Verfahren zur Diagnose TSE- 
15 induzierter Veranderung'en in Gewebe Aussagen : innerhalb 

weniger. als einer' Minute . nach. Erhalt der. Probe. Damit ist 
es sowohl dem immunologischen Nachweis des Prionproteins 
und; auch der immun-histologischen Diagnose uberlegen, die 
erst nach bis zu 12 Stunden ein Ergebnis lief em . Eine 
20 routiriemaSige Anwendung des erf indungsgemaSen Verfahrens, 
etwa zur Fleischkontrolle in Schlachthof en, erf order t da- 

. . , ' her" prakti"sch keinerlei--Zwrschen]:agerung -des- Schlachtgu 

vtes bis zum Erhalt der Diagnose. Die Schnelligkeit der 
Diagnose stellt einen. okonomischen ' Vorteil gegenuber be- 
25 . " kannten Verfahren dar, da Lagerungszeit des Schlachtgutes 
und damit Raum- und Energiekosteh fur die -Kuhlung mini- 
miert werden. Zusatzlich. wird eine groSere Frische des 
; Fleisches zum Zeitpunkt des Endverbrauchs. erzielt. 

Das Verfahren laSt sich sehr gut in einen RoutineprozeS 
30 integrieren, da Spektrenauf nahme , Spektrenverarbeitung 

und die Klassif izierung vollstandig. computergesteuert er- 
folgen und sich sehr leicht automatisieren lassen. Ein 
geringer Personalbedarf besteht infolge dessen lediglich 
fur die an sich einf ache Probenvorbereitung, die im Ge- 
35 gensatz zu anderen Verfahren keine aufwehdige Probenvor- 
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behandlung (z.B. Anreicherung des Prionproteins. mittels 
PK-Verdau) , kein Nachweisagens (z.B. Immunolabel ) und 
keine Anfarbung der Gewebedunnschnitte (z.B. mittels Im- 
- munohistochemie) erf ordert . 

5 Das erf indungsgemafie Verfahren kann ohne Eiribeziehung 
hochspezialisierter Fachleute (etwa von Histologen) 
durchgefiihrt werden, da die Klassif izierung der IR- 
Spektren^durch an sich bekannte, fur die Zwecke der TSE- 
Diagnostik optimierte Verfahren der computergestutzten 
10 Mustererkennung erf olgt . Die Bewertung der Spektren an- 
hand streng mathematischer Kriteri'en fuhrt gleichzeitig 
zu einer hohen Sicherheit der Diagnose, die ohne subjek- 
tives Erfahrungswissen auskommt und somit unvermeidbare , 
menschliche Fehleinschatzungen umgeht . 

15 Aufgrund des geringen Personalbedarf s und praktisch kei- 
ner laufenden Materialkosten stellt das erf indungsgemafie 
Verfahren ein wirtschaf tlich sinnvolles Konzept dar. 

Der Vorzug des erf indungsgemafien Verfahrens in* seiner be- 
sonderen IR-mikroskopischen Ausfuhrung zur prtsaufgelo- 
20 sten Analyse von Gewebediinnschnitten liegt in der Kbmbi- 
nation spezif ischer , spektral aufgeloster Strukturinf or- 
mation und der hohen Ortsauf losung , die hieraus erzielt 
wird. So kann mittels der erreichbaren Ortsauf losung ei- 
nes IR-Mikroskopes die Beteiligung einzelner Neuronen am 

2 5 Krankheitsverlauf erfafit und untersucht werden. Die sehr 

hohe diagnostische Empf indlichkeit resultiert aus der 
Tatsache, dafi praktisch keine Mittelung von Merkmalen 
kranker und gesunder Zellen erf olgt, wie es bei anderen, 
nicht-ortsaufgelosten Methoden zwangslaufig der Fall ist. 
30 Diese besondere Ausf iihrungsf orm des Verfahrens ^rf ordert 
derweil noch relativ viel Zeit fur die Datenakquisition, 
welche in Abhangigkeit der GroSe des untersuchten Gewebe- 
arials und der Ortsauf losung 1 bis 6 Stunden dauert, und 
eignet sich daher weniger fur routinemafiige Kontrollen. 

3 5 Sie durfte jedoch eine breite Anwendung in der wissen- 
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schaf tlich klinischen Erforschung der bislang unverstan- 
denen PathogenesemeChanismen von TSE finden. Perspekti- 
visch wird die Kombination dieser Ausf uhrungs.f orm mit so- 
genannten Array- Inf rarotdetektoren, die zur Zeit von ver- 
schiedenen Herstellern entwickelt werden und mit denen 
die ortsaufgeloste Messung von IR-Spektren kompletter 
Areaie von Gewebedunnschnitten innerhalb sehr. kurzer >Zeit 
4m6glich ist, das Verfahren auch der schnellen Routine- 
diagnostik zuganglich werden. y . •. - ~ 



Zur Durchfuhrung des erf indungsgemafien Verfahr ens werden 
Gewebeproben'" dem Organismus post-mortem entnommen. Dabei 
kann es sich sowohl um tierische als auch menschliche Or- 
gahismen handeln. • 

Das Verfahren ist prinzipiell fiir die Diagnose jeder der 
speziellen Krankheitsf ormen geeignet, die unter dem Be- 
grif f transmissible spongif orme Enzephalopathie (TSE) zu- 
. sammengefaSt werden . wie z . B . BSE , Scrapie oder CJD . 
Als Entnahmeort der Gewebeproben komm'en alle Organe in 
Betracht , die durch eine TSE hervorgeruf ene pathologische 
Veranderungen aufweisen. Nach heutigem Wissensstand be- 
"troff ene - Organe" sliid" das -Ze-ntrale>Nervensy&temr-das • peri, 
phere Nervensystem, Organe des lymphatischen Systems, des 
Verdauungssys terns, des endokrinen Systems, des kardiovas- 
kularen Systems und des respiratorischen Systems. 
Bevorzugte Entnahmeorte sind das Zentrale Nervensystem, . 
und das periphere Nervensystem, wobei insbesondere Me- 
dulla oblongata sowie. Pons des Hirns vorteilhaft sind. 
Die Preparation der Gewebeprobe richtet sich nach der be- 
sonderen Ausf iihrungs form des Verfahrens. 
Fur die' Analyse voll hydratisierter Gewebeproben werden 
kleine Gewebestiicke entnommen. Die nativen Proben werden 
z.B. in handelsublichen IR-Kuvetten plaziert. 
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Alternativ wird ein Homogenisat des Gewebematerials in 
H 2 0 hergestellt und Aliquot e in IR-Kuvetten gebracht . In 
Abwandlung werden Aliquote dieser Suspension als transpa- 
rente Filme auf IR-durchlassigen Probenhaltern aufgetrok- 
5 ,.kent, wobei reduzierte Driicke sich als yorteilhaft im 

Sinne einer Beschleunigung des An t r ocknung s vorgange s er- 
wiesen haben (Helm et al . (1991) J. Gen. Microbiol. 
.... . -137 : 69-79 . '~ " - "* •"• 

Fur die spezielle Durchfiihrung des Verfahrens in einer. 
10 inf rarotmikroskopischen MeBanordnung zur Erfassung orts- 

spezif ischer Inf ormationen werden Krydunnschnitte , z . B . 

sagittale Schnitte praparierter Hirne angef ertigt . Diese 

werden plan auf IR-transparente Objekttrager auf gebracht . 

Das Verfahren erfordert keine weitere Fixierurig des Dunn- 
15 schnittes und die Proben werden bis zur Messurig in trok- 

kener Umgebung bei Raumtemperatur auf bewahrt . 

In einer weiteren Ausf uhrungsf orm der Erfindung, bei der 
Inf rarotlichtleiter eingesetzt werden, laEt sich das Ver- 
fahren prinzipiell auch am lebenden Organismus anwenden, 

20 indem der Lichtleiter minimalinvasiv in das Gewebe einge- 
fuhrt und dort das Inf rarotspektrum direkt erfaSt wird. 
Die Realisierung dieser Ausf uhrungsf orm' ist zur Zeit noch 
an die Weiterentwicklung der Inf rarotlicht- 
leitertechnologie gebunden, da die derzeit verfugbaren 

25 Lichtleiter noch zu geringe. spektrale Empf indlichkeiten 
aufweisen und zudem noch zu unflexibel und zu grofS sind. 

Als Material fur Kuvetten bzw. Probentrager der oben be- 
schriebenen Praparationsvarianten konnen prinzipiell alle 
in der IR-Spektroskopie ublicherweise verwendeten wasser- 
30 unloslichen optischen Materialien eingesetzt werden, wo- 
bei sich CaF 2 und BaF 2 besonders bewahrt haben. 

Die fur die Aufnahme der IR-Spektren benotigten Substanz- 
mengen und ihre f lachenmaKige Ausdehnung konnen sehr 
klein gehalten werden. Je nach vorgegebenen Bedingungen 
3 5 (z.B. Spektroskopieren mit oder ohne Strahlf okussierung 
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bzw. Verwendung eines IR-Mikroskops) kpnnen Substanzmen- 
gen im Bereich yon fig bis ng eingesetzt werden. Die. 
Durchmesser der durchstrahlten Probenareale variieren 
. dementsprechend zwischen 1-3 mm und 10-30 /xm v Die Unter- 
5 grenze entspricht etwa der GroSe einer bzw. weniger Zel- 
len (z.B. Neuronen) . 

Verf ahrensgemaS werden Infrarotspektren der Gewebeproben 
gemessen, die in einer der beschriebenen Weise herge- 
stellt wurden. Die Aufnahme der. Spektren erfolgt hierbei 

10 vorzugsweise mit. einem Fourier- Trans f orm- Inf raro t spekt ro - 
.meter, welches gegenuber konvent ionell arbeitenden, dis- 
: persen Gerateh- eine- Reihe bekannten^Vorteilen ,auf 

weist, von denen hier nur die, Schnelligkeit der Datenauf- 
nahme und die hohere Empf indiichkeit genannt werden sol- 

15 len. Die Verwendung eines konvent ionellen, dispersen IR- 
Spektrometers ist grundsatzlich auch moglich, fuhrt je- 
doch zu einem Verlust an Schnelligkeit des Verfahrens. 

Prinzipiell kann fur die Spektrenmessung jede der an sich 
bekannten I R - spekt ro s kop i s c hen Me Sanordnungen eingesetzt 
20 werden (z.B. in Transmission/Absorption, abgeschwachter 

Totalref lexion, , direkter oder dif f user Ref lexion) Beson- 
ders bewahrt hat sich die Tr ansmi s s ions / Absorpt ions - 
spektroskopie. * 

Die Aufnahme des Inf rarotspektrums erfolgt typischerweise 
.25 im Spektralbereich des sogenannten. mittleren Inf rarots 
zwischen 500 und 4000 cm' 1 . Engere Spektralbereiche auch 
im nahen. Infrarot zwischen 4000 und 10000 cm" 1 fuhren. 
ebenfalls zu einer erfolgreichen Diagnose, wenn zuvor si- 
chergestellt wurde, daS die Spektren der infizierten und 
3 0 der gesunden Gewebeproben charakteristische Varianzen im 
erf afiten Spektralbereich ( aufweisen. Es hat sich insbeson- 
dere erwiesen, daS besonders markante spektrale Unter- 
schiede zwischen TSE- inf izierten und nicht -infizierten 
Geweben zwischen 1000 und 1300 cm" 1 detektiert werden 
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konnen und da£ sich dieser Bereich daher bevorzugt fur 
die Diagnose eignet. 

Die Auswahl eines oder mehrerer geeigneter Spektralberei- 
che kann z.B. durch vi sue lie I nspek t ion der. Spektren- 
5 (Auswahl der Bereiche mit den starksten und charakteri- 

stischsten Veranderungen im Vergleich zur Kontrollgruppe) 
oder durch ein an sich bekanntes multivariates Verfahren 
. zur Selektion -spektraler Merkmale erf olgen. 

Die physikalischen MeSparameter , wie spektrale Auflosung 
10 oder Anzahl der gemittelten Spektren etc., konnen inner- 
halb der in der IR-Spektroskopie ublichen Bereiche vari- 
iert werden, ohne sich in der Praxis als kritisch fur den 
Erfolg der Klassif izierung bzw. der Diagnose zu erweisen. 
: Wichtig bei der Festlegung der Parameter der Spektrenge- 
15 winnung sowie der Probenpraparation ist lediglich, dafi 
fur alle Messungen, insbesondere auch fur die Kontroll - 
messungen an Gewebeproben nicht iiif izierter Tiere, iden- 
tische Parameter gewahlt werden. 

Unabhangig von der Wahl des mathematisch-statistischen 
20 Verfahrens, das fur die Klassif izierung der Spektren her- 
angezogen wird/ hat sich die Unterziehung der Spektren 
einer vorherigen Aufbereitung als vorteilhaft erwiesen. 
In Frage kommende , an sich bekannte Methoden sind etwa 
Berechnung der ersten oder zweiten Ableitung, Spektren- 
2 5 Dekonvolution oder anderen Verfahren zur Erhohung des 

spektralen Kontrastes, die eine Bandenerkennung erleich- 
tern und eine Minimierung etwaig vorliegender Basis- 
linienprobleme gestatten. Bei Vorliegen grofier Probenzah- 
len hat sich iiberdies eine vorhergehende Datenreduktion 
30 durch Methoden der mult ivariaten Statistik wie .z.B. der 
Faktoranalyse als hilfreich erwiesen. 

Die Durchfiihrung des Verfahrens erfordert eine einmalige 
Erstellung einer Ref erenzspektrendatenbank . Hierfur wer- 
den Spektren von Proben aus TSE-inf izierten Organismen 
35 und solche von Proben aus TSE-freien Individuen gemessen. 
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Probenpraparation und Spektrenauf nahme werden hierfur in 
analoger Weisewie bei den unbekannten Proben durchge- 
fuhrt. Entscheidend 1st, daS alle Parameter fur die Refe- 
renz- und Probenmessungen identisch gewahlt werden..... 
Das Spektrum der zu untersuchenden. Probe wird mit den 
Spektren der Ref erenzdatenbank verglichen. Dabei erfolgt. 
die Klassifizierung des Spektrums vorzugsweise mithilfe 
eines der an sich bekannten Verfahren zur Mustererken- 
nung, beispielsweise mit " Algorithmen "der multivariaten 
i statistik,;kunstlichen neuronalen Netzen oder genetischen 
Algorithmen. In diesem Schritt wird das Spektrum im Sxnne 
eines-Zwe i-Klassen-Problems.als . ges.und oder TSE -infiziert. 

. klassif iziert . • 

Pur die ortsaufgeloste Durchfuhrungsf orm des Verf ahrens 
• wird die - Probe, die in diesem Fall ein auf einen Objekt- - 
trager auf gebrachter Gewebedunnschnitt ist, in denStrah- 
- : lengang fines' Inf rarotmikroskops gebracht . Die Spektren- 
aufnahme in der inf rarotmikroskopischen Mefcanornung kann 
- wahlweise in Transmission oder in direkter Reflexion er- 
• folgen. Es werden Inf rarot spektren an verschiedenen Gewe- 
. " best ellen, auf genommen. Die hierbei erreichte Ortsauflo- 

sung kann durch den Schrittabstand der einzelnen MeSpunk- 
"• ' te bestimmt warden. AuSerst vorteilhaf t ist der ' Einsatz • 
eines Computer -ges teuerten .x/y-Tisches , der . automates xer- 
■ te spektrenmessungen gemaS eines beliebig bestimmbaren 
Rasters mit definierten Sehrittabstanden ermoglicht, .Der- 
artige x/y-Tische gehoren heute zur Standardausstattung 
moderner IR-Mikroskope . . - . • 

Ergebnis einer ortsauf gelosten Messung (Mapping) ist eine 
Infrarotspektrenserie, wobei jedes Spektrum einen Pixel 
auf dem fiktiven Raster des . Gewebedunnschnitts reprasen- 
tiert. Auf diese Weise werden IR-Daten erhalten, die den 
gewahlten Ausschnitt des Dunnschnittes vollstandag abdek- 
, ken Die ortsspezifische Information uber die raumliche 
Ausbreitung der TSE im Gewebe wird erhalten, indem yedes 
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der Spektren eines Mapping-Datensatzes mit der Referenz- 

datenbank abgeglichen wird und so entweder als gesund 
oder infiziert klassif iziert wird. 

5 Das folgenden Beispiele sollen verdeutlichen, wie ZNS- 
Proben Scrapie - infizierter Hamster . von derien gesunder 
Kontrolltiere gemaS des erf indungsgemaSenlVerf ahrens an- — 
hand" der krankheitsspezif ischen spektralen Anderungen ih- 
rer Infrarotspektren dif f erenziert werden konnen. 

10 

Beispiel 1 

Erwachsene weibliche Syrische Hamster (Mesocricetus aura- 
tus) wurden mit dem Scrapie Stamm 263K (zur Verfiigung ge- 
stellt von Dr. Richard Kirriberlin) intracerebral und in- 
15 traperitoneal infiziert- Im terminalen Stadium der Krank- 
heit (70-120 Tage nach Infektion) wurden die Gehirne die- 
ser Tiere (S) und von entsprechenden, nicht-inf izierten 
Kontrolltieren (N) post mortem entnommen, wobei korre- 
spondierende Vergleichspaare von gleichem Alter waren. 

2 0 Fur die Analyse der vollhydratisierten Gewebeproben wur- 
den kleine Stiicke (jxg-Mengen) der nativ herauspraparier- 
ten Medulla oblongata und Pons in eine FT- IR Kiivette ge- 
geben, die mit CaF 2 - Fenstern und einer optischen Weglange 
' von 8 /xm Schichtdicke ausgerustet war. Die Inf rarotspek- 

25 tren dieser Proben wurden in einem FT- IR Spektrometer in 
Transmission/Absorption gemessen (spektrale Auflosung: 
4 cm" 1 , Apodisation: Happ-Genzel # Zahl der Scans: 128, 
Zerofilling: 4) . Zwei typische Spektren von S- und 
Gewebeproben sind in der Figur 2 im Spektralbereich zwi- 

30 schen 1300 und 1000 cm" 1 dargestellt, in dem besonders 
prominente Unterschiede beobachtet werden konnen. Zur 
besseren Visualisierung der Banden sind die zweiten Ab- 
leitungen dargestellt, so dafi Bandenmaxima als Minima er- 
scheinen. 
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In Abwandlung der in Beispiel 1 dargelegten Ausfuhrungs- 
form warden jeweils 10 S- und N-Proben, die auf gleiche 
weise wiein Beispiel 1 erhalten warden, in H 2 0 homogenx- 
siert (10 Ml H 2 0 pro mg Gewebematerial) . Aliquote von 35 
Vl der suspensionen wurden auf einen PC-gesteuerten Mul- 
tiprobentrager, -der auch zum Mess en von mikrobiellen Pro- 
ben geeignet ist (Helm et al ' , (1991) J. Gen. Microbiol . 
137- 69-79; Helm et al.. (19 91) J- Microbiol. Meth. , 
14.127-142; Naumann (1998) Proc. SPIE 3257 : 245-257), aus 
ZnSe'aufgebrachtund'nach den in der Xiteratur beschrxe- 
benen Angaben angetro.cknet : Inf rarotspektren der so er- 
haltenen Filme wurden. in Transmission auf genommen und ei- 
ner hierarchischen Klassif izierung unterzogen, wobei 
zweite Ableitungen der Spektren im Spektralbereich zwx - 
schen 1100 und 1000 cm" 1 zugrunde gelegt wurden. Das nach 
dem sogenannten ward' s Algoritbmus. berechnete Dendrogram 
der Klassif izierung dieser Spektren zeigt die Figur 3 . 
Die Spektren der infizierten Tiere; (S-l bis S-10X konnten 
perfekt von denen'der gesunden Tiere (N-l bis. N-10) sepa- 
rieirt werden. . ' 



m Abwandlung der in den Beipieien!! und 2 dargestellten 
25 Ausfuhrungsformen wurden von ZNS-Proben von N- und S- _ 

Tieren, die- wie oben erlautert erhalten warden, 8 ^d.k- 
ke Kryodunnschnitte angefertigt und mit den an exch be- 
kannten Verfahren des FT- IR Mappings (Diem et al. 1999 
Appl. Spectroscopy 53: 148A-160A; Lasch * Naumann (1998) 
30 Cell. Mol. Biol. „: 189-202, Choo et al. (1996i Biopnys 
j " 7i. 1672-1679) und der Inf rarotbildgebung (Lasch & 
Naumann (1998) Cell. Mol. Biol. 44:189-202; Lasch et^l_ 
(1998) Proc. SPIE 3257: 187-198) gemessen und charakteri 
siert . Es wurden Spektren von 1, 5 mm X 1,5 mm groSen 
35 • Arealen in Schritten von 50 M m durch eine 60 M m Apertur 
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aufgenommen. Die von S- und N-Proben erhaltenen Spektren 
wurden dann jeweils zunachst getrennt einer hierarchi- 
schen Klassif izierung unterzogen, urn eine Dif f erenzierung 
der fur verschiedene Hirnstrukturen typischen Spektren zu 
5 erzielen. . Figur 4A zeigt ein Dendrbgramm, fur dessen Be- 
rechnung nach Datenkompression mittels Hauptkomponenten- 
analyse die ersten drei Hauptkomponenten zwischen 1450 
und 950 cm" 1 (ca. 500 Datenpunkte ) benutzt.. wurden . Die 
vier H-auptklassen konnen den vier histologisch definier- 

10 ten cerebellaren Strukturen. Stratim? moleculare, Stratum 

ganglionare , Stratum granulosum und Substantia alba zuge- 
ordnet werden. Dariiber hinaus konnten insgesamt neun 
spektrale Klassen separiert werden (numeriert: 1-9), die 
bestimmten Substrukturen innerhalb des Cerebellums ent- 

15 sprechen. Aus Grunden der Ubersichtlichkeit ist in Figur 
4A nur jedes dritte Spektrum des insgesamt 930 Spektren 
enthaltenen Mapping-Datensat zes dargestellt. 

AnschlieSend wurden Spektren einander entsprechender 
spektraler Klassen (z.B. Klasse 2 der Spektren von Stra- 

2 0 turn moleculare ,= graue Substanz des Kleinhirns) der N- 
und der S-Proben miteinander verglichen. Im oberen Teil 
von Figur 4B (a) sind vektornormierte zweite Ableitungen 
von Spektren von Proben Scrapie- infizierter Tiere 
(gestrichelte Linien) solchen von gesunden Tieren 

25 (durchgezogene Linien) gegenubergestellt . Im unteren Teil 
(b) sind die Dif f erenzspektren zwischen vektornormierten 
S- und N-Spektren aus a) fur die jeweiligen Gewebestruk- 
turen dargestellt. Alle fur diesen Vergleich verwendeten 
Spektren sind Mittelwerte von Spektren einer Spektren- 

30 klasse (s. Figur 4A) . Sie sind mit dem Namen ihrer cere- 
bellaren Schicht und der Nummer ihrer spektralen Klasse 
gekennzeichnet. Die fur die einzelnen Gewebeklassen beob- 
achteten charakteristischen spektralen Unterschiede eig- 
nen sich fur eine sichere Diagnose des krankheitsassozi- 

35 ierten Pathogeneseprozesses . 
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1 verfahren zur Diagnose von TSE-induzierten pathologi- 
scheri Veranderungen in Geweben, wobei die Veranderun- 
gen durch Scrapie, BSE oder durch eine andere dem TSE- 

"'. Formenkreis:Zugeh6rige Krankheitsf orm hervorgeruf en 

• werden, dadurch gekennzeichnet, dafi ,.; . „ 

. (a) mf rarotstrahlung auf eine durch TSE pathologisch : 
■ veranderte-Gewebeprobe gelenkt wird und die spektralen 
Charakteristika der Inf rarotstrahlung nach Wechselwir- 
' "kungmit' der Probe regis tfiert werden und " ' ' ""' ' "T" 
(b) die so erhalcehen Inf rarotspektren mit einer Refe- 
renzdatenbank, welche Inf rarotspektren von TSE - 
inf izierten Geweben und von nicht - inf izierten Geweben 
enthalt , verglichen und klassif iziert werden. 

2 Verfahren nach Anspruche 1, dadurch gekennzeichnet, 
" daS die Gewebeprobe dem zentralen Nervensystem, dem 

• peripheren Nervensystem oder Organen des lymphatxschen 
Systems, des verdauungssystems, des endokrinen Sy- 

--••Tstems-r-des-kardiovaskularen^Systes^ 
rischem Systems entstammt. 

3 verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 und 2, 
dadurch gekennzeichnet, daS das Inf rarotspektrum des 
Gewebes entweder in einer oder mehreren Regionen des 
mittleren Inf rarotbereichs von 500 bis 4000 cm oder 
des nahen Inf rarotbereichs von 4000 bis 10000 cm. 
' oder in beiden Regionen gemessen wird. 

4 Verf ahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daS das Inf rarotspektrum des 
Gewebes im spektralen Bereich von 1000 bis 1300 cm 
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des mittleren Inf rarots erfafit wird. 



5. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 4, 
" dadurch gekennzeichnet, dafi die Wechselwirkung der In- 

5 frarotstrahlung mit der Probe und die Detektion der 

charakteristisch veranderten Strahlung in einer Trans- 
mis s ions / Absorpt ions anordnung , einer Anordnung zur 

„ - Messung der -abgeschwachten Totalref lexion, einer An- 
ordnung zur Messung der direkten oder diffusen Refle- 

10 xion oder mittels IR-Lichtleitertechnik erf olgt . 

6. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet , daS der Vergleich des Infra - 
rotspektrums der zu untersuchenden Probe mit den In- 

15 frarotspektren der Ref erenzdatenbank mittels einer 

oder mehrerer Methoden der Mustererkennung, vorzugs- 
weise mittels Algorithmen der multivariaten Statistik 
oder kiinstlicher neuronaler Netze, erf olgt, wobei die 
dem Vergleich zugrundeliegenden spektralen Bereiche 

20 mit Verfahren zur Extraktion optimaler spektraler 

Merkmale, etwa mit genetischen Algorithmen, ermittelt 
werden. . 

7. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 6, 
25 dadurch gekennzeichnet, daS die Messung des Infra- 

rotspektrums mit einer inf rarotmikroskopischen MefS- 
anordnung an einem Gewebediinnschnitt in Transmission 
oder in direkter Reflexion durchgefuhrt wird. 

30 8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daS 
ortsaufgeiost, d.h. in Abhangigkeit von der Gewebe- 
stelle, an welcher der Inf rarotstrahl durch die Probe 
geleitet wird, Inf rarotspektren gemessen werden. 
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9 verfahren nach mindestens einem der Anspruche 7 und 8. 
' dadurch gekennzeichnet, daS jedes der ortsabhangig re- 
aistrierten Inf rarotspektren mit der Referenzdatenbank 
verglichen wird und somit ortsspezif ische Informatio- 
nen. uber . die : Krankheitsausbreitung im Gewebe erhalten 
werden . . \ 

.10 verfahren nach mindestens einem der Anspruche . 7 bis 9, 
■ dadurch gekennzeichnet, daS die Referenzdatenbank Re- - 
ferenzspektren von TSE-inf izierten Geweben und von 
nicht-infizierten Geweben jeweils aller im Gewebe- 
schnitt mittels Inf rarotspektroskopie unterscheidbarer 
" strukturen enthalt . 
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Figur 2 




1300 1250 1200 1150 1100 1050 1000 



Wellenzahl [cm" '] 



2 / 5 




r 




WO 00/72007 



PCT/DEOO/01404 



Figur 3 
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Figur 4A 
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Figur 4B 
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(54) Title: METHOD FOR DIAGNOSING TSE-INDUCED CHANGES IN TISSUES USING INFRARED SPECTROSCOPY 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR DIAGNOSE TSE-INDUZIERTER VERANDERUNGEN IN GEWEBEN MTTTELS IN- 
FRAROTSPEKTROSKOPIE 
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1...IR MEASURING ON SAMPLES BELONGING 

TO KNOWN CLASSES 
2, ..CREATING A CORRELATION MATRIX 
3. ..SELECTING THE SPECTRAL CHARACTERISTICS 

DEVELOPING A STATISTICAL MODEL OR e.g. 

TRAINING A NEURONAL NETWORK 
4...IR MEASURING THE UNIDENTIFIED SAMPLES 
5 ...CREATING A CORRELATION MATRIX 
6.. .DEFINING THE OPTIMAL PARAMETRES 
7. .CORRELATING WITH THE STATISTICAL MODEL 

OR COMPARING WITH THE NEURONAL NETWORK 
8... IDENTIFYING 



(57) Abstract: The aim of the invention is to quickly diagnose TSE- 
induced changes in animal and human tissues by measuring infrared 
spectra of these tissues. Either thin slices of tissue, pieces of tissue or 
tissue homgenizates serve as tissue samples. The measurements of the 
infrared spectra are carried out in a known experimental device that 
is used in infrared spectroscopy (e.g. in transmission, attenuated total 
reflection, direct or diffuse reflection). The detection of the patholog- 
ical changes induced by TSE is carried out by comparing the infrared 
spectra of the sample to be examined with a reference data bank con- 
sisting of infrared spectra that were obtained from healthy material or 
from pathologically changed tissue samples. The conformation of the 
spectra of unknown samples with the reference data bank is preferably 
carried out using pattern recognition techniques (e.g. multivariate sta- 
tistical models, artificial neuronal networks, genetic algorithms). 

(57) Zusammenfassung: Zur schnellen Diagnose TSE-induzierter 
Veranderungen in tierischen und menschlichen Geweben werden In- 
frarotspektren dieser Gewebe gemessen. Als Gewebeprobe dienen 
entweder Gewebedunnschnine, Gewebestucke oder Gewebehomoge- 
nisate. Die Messungen der Inf raro tspektren erfolgen in einer an sich 
bekannten experimentellen Anordnung der IR-Spektroskopie (zJB. in 
Transmission, abgeschwachter Totalreflexion, direkter oder diffuser 
Reflexion). Der Nachweis der dutch TSE hervorgerufenen pathologi- 
schen Veranderungen erfolgt dann uber einen Vergleich der Infrarot- 
spektren der zu untersuchenden Probe mit einer Referenzdatenbank, 
bestehend aus Infrarotspektren, die von gesundem Material bzw. von 
pathologisch veranderten Gewebeproben erhahen wurden. Der Ab- 
gleich der Spektren unbekannter Pro ben mit der Referenzdatenbank 
erfolgt bevorzugt mittels Mustererkennungstechniken (z_B. multivari- 
ater statistischer ModeUe, kunstlicher neuronaler Netze, genetischer 
Algorithmen). 
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7672-7680, XP000926037 

seite 7672, linke spalte, zeile 1 
-rechtespalte, zeile 10 

seite 7673, rechte spalte, zeile 37 - zeile 63 



-/- 



1-5 



6-8,10 



PFI Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu entnehmen 



\X] Siehe Anhang Patentfamilie 



•A" V< 



oKategoxie 



Stud dcrTcchoik 



Anm ddedattBB vcrflffcmlicm wordeom 
"L" VarfiffM t t rirf i iiMp j dje gprignci in, rir*n P*s**^t««—**«p»«i«-*« »if»iK«ft 
die das Verofferrttiriiungidj 
SentEd 



Reche 



nbcnctai 



ng bclegi werden «oJl oder die ant 
in ( wic amgefUhrt) 



"O" Vox&ffenilicmmg, die neb auf «w* mfindKchc OCEenbarung* ci n* fienutzung, cine 

AjpMMfl nqgj odei aa d eae M*ft fnh mwi bczieta 
"P* Vcroffcnuachang. die vor dem mtcmattonalcn Awnddedaiam. aber nach dem be- 

anaprncbten Primtlttdinim vcroffentSc 



Vcro ffentKchung , die each dem mtcaiiaticnalcn Anmeldedatum oder dem 
Jhadatmn vcroflemHchi worden in tmd nut der Anmetdnng nicht koUidien, 
aondezn nor rum Verat&odma det der Brfin d un g zugrundeHegenden Prinopa oder 
der ihr gigru ndehe gi mdf n Thconc Tigrgefaca if t 

"X" Vcroffentlichang von betonderer Bedemnng die beanapruchie Eifindnng kann 
allon anfgrund dieser Ver&TenUichung aacM all neu eder auf cfindcriacher 
T&tagkett beruhend bemchiet werden 

*Y" VerdrYemJ ichong von bc ao u dci u Bcdcnnmg; die beanapruchie Erfinduna kann 
nicfat alt auf erfmderixcherTatigkeit beruhend betrachtet wenien, wenn die 
Veroffentlichung mil einer oder mehreren Veroffentlichungen dieser Kategcrie in 
Verhindung gebncht wird und diese Verfaindung fur einen Fachmann naheliegead 
ist 

"&" Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie in 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 

13. November 2000 (13.11.00) 



Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts 

22. November 2000 (22.11.00) 



Name und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbehorde 

Europaisches Patentamt 

Telefaxnr. 



Bev llmfichugter Bediensteter 



Telefarmr. 



FosmUan PCTASA/210 (BUtt 2) (Juli 1992) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBER1CHT 
C ff wttetzung). ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 00/01404 



tug), ALS WESfcN l m-n - • ■ — — T 

. —————— —————— I £ 



rnnn&rRF p ET AL • "Rapid identification 
^sfreptococcSs-and EnSerococcus species 
using, diffuse reflectance-absorbance 
Fourier transform infrared spectroscopy 
and art i f i cl al neural networks . 

SB 

seite 233, rechte spalte, zeile 12 - zeile zs*. 
linke spalte, zeile 4 . 

DE 198 41 217 A (ACSPECT CORP) 
29. April 1999 (29.04.99) 
spalte 9, zeile 28 - zeile 52 
spalte 7, zeile 36 - zeile 63 
spalte 5, zeile 13 - zeile 25 
spalte 4, zeile 22 - zeile 35 

ifMFTPP J ET AL.: "Detection of 
oathological Molecular alterations in : ■ 

BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA , 
Band 1501, 2000, zeilen 189 -199, , 
XP000926044, siehe die ganze dokument 

US 5 734 587 A ( MI SCHLER" REINHARD ' ET -AL) 
31. Marz 1998 (31.03.98) _ 
spalte 7, zeile 47 - zeile 57; figur 2 
spalte 4, zeile 48 - zeile 67 
spalte 1, zeile 4 - zeile 12 



7,8,10 



1-9 



1,9 



FonBbtattPCT/ISAC100!omeizangy«Bl»tt2) 0uli 1992) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERIGHT 

Angaben zu Verflfientlichungen, die zur selben Patentfamilie gehoren 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 00/01404 


Im Recherchenbericht 
angefuhrtes Patentd kument 


Datum der 
VerGSentlichung 


Mitglied(er) der 
Patentfamilie 


Datum der j 
Verfiffentlichung 



DE 19841217 A 29-04-1999 



US 5734587 


A 


31-03-1998 


0E 


4331596 A 


23-03-1995 








0E 


4415253 A 


02-11-1995 








EP 


0644412 A 


22-03^1995 








EP 


0644413 A _ 


22-03-1995 








JP 


2989496 B 


13-12-1999 








JP 


7167779 A 


04-07-1995 








JP 


3017920 B 


13-03-2000 








JP 


7167782 A 


04-07-1995 








US 


5605838 A 


25-02-1997 








US 


5869001 A 


09-02-1999 



> 



Fortnblatt PCT/ISA/210 (Anhang Patentfamilie) (Juli 1992) 



: f 
• 1 




— ^10/009226 

VERTRAG UBER DI^JTERNATIONALE ZUSAMI\^A|ReEff-AUfMDEL/L 

GEBIET DES PATENTWESENS 



RECD 30 APR 2001 



PCT LV'ipo 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



PCT 



-r 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
RKO-15 626 WO 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des intemationalen 
WEITERES VORGEHEN voriaufigen Priifungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE00/01404 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
03/05/2000 


Prioritetsdatum (Tag/Monat/Tag). 
20/05/1999 


Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
G01N33/487 


Anmelder 

ROBERT-KOCH-INSTITUT 



1 . Dieser Internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der intemationalen voriaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 5 Blatter einschlieGlich dieses Deckblatts. 

□ AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT), 

Diese Anlagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 
I S Grundlage des Berichts 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 


s 


VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 
Bestimmte angefuhrte Unterlagen 
VII □ Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 

□ Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
01/11/2000 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
26.04.2001 



Name und Postanschrift der mit der intemationalen voriaufigen 
Prufung beauftragten Behdrde: 

J" Europaisches Patentamt 
D-80298 Munchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Klee, B 

Tel. Nr. +49 89 2399 2675 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE00/01 404 



I. Grundlage des B richts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Benefits a/s "ursprunglich 
eingereicht" and sind ihm nicht beigefugt, weii sie keine Anderungen entha/ten (Regeln 70. 16 und 70. 17)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-15 ursprungliche Fassung _ . _,- - - 



Patentanspruche, Nr.: 

1 -1 0 ursprungliche Fassung 



Zeichnungen, Blatter: 

1/5-5/5 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internatiohale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Clbersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Clbersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 



Formbtatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 1) (Ju!i 1998) 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE00/01 404 



□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zejchnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Qffenbarungsgehalt in der ursprunglich ~ 
_ eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c) )7 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung . 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-10 

Nein: Anspruche 

Erf inderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-10 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (G A) Ja: Anspruche 1-10 

Nein: Anspruche 

2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/I PEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 2) (Jul! 1998) 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE00/01 404 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der NeuheSt, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



1 . Es wird auf folgende Ddkumente verwiesen: 

D1 : CAUGHEY B W ET AL: 'Secondary structure analysis of the scrapie- 
associated protein PrP 27-30 in water by infrared spectroscopy' 
BIOCHEMISTRY, no. 30, 6 August 1991 (1991-08-06), pages 7672-7680, 
XP000926037 

D2: DE 198 41 217 A 

D3: US-A-5 734 587 ( 

D4: GOODACRE R ET AL.: 'Rapid identification of Streptococcus and 
Enterococcus species using diffuse reflectance-absorbance Fourier 
transform infrared spectroscopy and artificial neural networks.' FEMS 
MICROBIOLOGY LETTERS, vol. 140, 1996, pages 233-239, XP000926039 
spectroscopy.* BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA , vol. 1501, 2000, 
pages 1 89-1 99, XP000926044 

2. Erfinderische Tatigkeit: 

Dokument D1 , das als nachstliegender Stand der Technik angesehen wird, 
offenbart ein Verfahren zur Diagnose von TSE-induzierten pathologischen 
Veranderungen in biologischem Material, wobei die Veranderungen durch 
Scrapie-BSE oder durch eine andere dem TSE-Formenkreis zugehorige 
Krankheitsform hervorgerufen werden, wobei 

(a) Infrarotstrahlung auf ein durch TSE pathologisch verandertes biologisches 
Material gelenkt wird und die spektralen Charakteristika der Infrarotstrahlung nach 
Wechselwirkung mit der Probe registriert werden und 

(b) die so erhaltenen Infrarotspektren mit einer Referenzdatenbank, welche' 
Infrarotspektren von TSE-infiziertem biologischen Material und von nicht- 
infizierten biologischen Material enthalt, verglichen und klassifiziert werden von 
dem sich der Gegenstand des Anspruchs 1 dadurch unterscheidet, daB es sich 
bei dem biologischen Material urn eine Gewebeprobe dahingegen bei Dokument 
D1 um gereinigtes Scrapie-assoziiertes Prion-Protein Prp27-30 handelt. 
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Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es ein Verfahren zur Verfugung zu stellen, 
das die Diagnose von Veranderungen in Gewebeproben erlaubt und die 
Isolierung eines fur die Infektion charakteristischen Proteins nicht erfordert. 
D1 gibt keinerlei Hinweis darauf, daB das Verfahren mittels Infrarotstrahlung auf 
intakte Gewebe ohne Isolierungsschritt anwendbar ist. ........ 

Keines der Dokumente D2, D3 oder D4 befaBt sich mit der Untersuchung von 
biologischem Material zur Identifizierung von TSE mittels Infrarotspektroskopie, 
noch geben die genannten Dokumente einen Hinweis darauf, daB dieses 
spektroskopische Verfahren zur Identifizierung von TSE verwendet werden kann. 

Daher sind die Anspruche 1-10 neu und erfinderisch gegeniiber D1-D4. 
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the claims, 
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, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of . 

, filed with the letter of 



the drawings, 
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sheets/fig 
sheets/fig 



1/5-5/5 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

PI the description, pages 

I I the claims, Nos. ; 



I 1 the drawings, sheets/fig 



3 I 1 This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
• J to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 
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Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-10 



1-10 



1-10 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



2. Citations and explanations 



This report makes reference to the following . 
documents 

Dl : CAUGHEY B W ET AL . : 'Secondary structure 

analysis of the scrapie-associated protein PrP 
27-30 in water by- infrared spectroscopy' 
BIOCHEMISTRY, no. 30, 6 August 1991 
(1991-08-06), pages 7672-7680, XP000926037 

D2: DE-A-198 41 217 \ . 

D3: US-A-5 734 587 /' . 

D4 : GOODACRE -R ET AL . : "Rapid identification of 
Streptococcus and Enterococcus species using 
diffuse ref lectance-absorbance Fourier transform 
infrared spectroscopy and artificial neural 
networks'. FEMS MICROBIOLOGY LETTERS, vol. 140, 
1996, pages 233-239, XP000926039. 

Inventive step: 

Document Dl, which is considered to be the closest 
prior art, discloses a method of diagnosing TSE- 
induced pathological changes in biological material 
where the changes are caused by scrapie/BSE or by 
another form of disease in the TSE family. Said 
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method involves the following: 

(a) ' infrared radiation is directed onto biological 
material which has undergone TSE-induced 
pathological changes, and the spectral, 
characteristics of the infrared radiation are 
recorded after interaction with the sample, and 

(b) the infrared spectra obtained in this way are 
compared with- a ref erence -database containing 
infrared spectra from TSE-infected biological 
material and from uninfected biological material, 
and are classified. The subject matter of Claim 1 
differs therefrom in that the biological material is 
a tissue sample, whereas in Dl it is purified 
scrapie-associated prion protein Prp 27-30. 

The problem addressed by the present invention is to 
provide a method which allows changes in tissue 
samples to be diagnosed and does not require a 
protein which is characteristic of the infection to 
be isolated. There is no suggestion in Dl that the 
method can involve the infrared irradiation of 
intact tissue without an isolation step. 

None of the documents D2, D3 or D4 is concerned with 
the analysis of biological material to identify TSE 
by means of infrared spectroscopy. There is likewise 
no suggestion in any of these documents that this 
spectroscopic method can be used to identify TSE. 



Claims 1-10 are therefore novel and inventive over 
D1-D4. 
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